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 略語集 
 
Abf1: ARS-binding factor 1 
ADH5: alcohol hydrogenase 5 
a.u.: arbitrary unit 
5-aza-2’-dC: 5-aza-2'-deoxycytidine 
bp: base pairs 
BrdU: 5-bromo-2’-deoxyuridine 
cDNA: complementary DNA 
CSK: cytoskeleton 
CpG: cytosine guanine dinucleotide 
CTD: carboxyl-terminal domain 
DNA: deoxyribonucleic acid 
dCTP: deoxycytidine triphosphate 
DTT: dithiothreitol 
dUTP: deoxyuridine triphosphate 
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA: ethylene glyco-bis (2-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
FACS: fluorescence-activated cell sorting 
FBS: fetal bovine serum 
FISH: fluorescence in situ hybridization 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HAC: human artificial chromosome 
kb: kilo base 
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
hChr: human chromosome 
hnRNPA1: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 
M: mol per liter 
Mb: mega base 
MMCT: microcell-mediated chromosome transfer 
mRNA: messenger RNA 
NEAT1: nuclear enriched abundant protein 1 
NP-40: Nonidet P-40 
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nt: nucleotide 
1C: 1 content 
ORF: open reading frame 
PBS: phosphate-buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PC-SM: penicillin-streptomycin 
p: petit 
PI: propidium iodide 
5’ RACE: 5’ Rapid amplification of cDNA ends 
Rap1: repressor activator protein 1 
RNA: ribonucleic acid 
RNAi: RNA interference 
rpm: revolutions per minute 
RPMI: Roswell Park Memorial Institute 
rRNA: ribosomal RNA 
RT-PCR: reverse transcription-PCR 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
Sir: silent information regulator 
siRNA: small interference RNA 
snRNA: small nuclear RNA 
Sp1: specificity protein 1 
SSC: saline-sodium citrate 
TBE: Tris/Borate/EDTA 
Tbf1: TTAGGG-binding factor 1 
TE: tris-EDTA 
TERRA: telomere-repeat-containing RNA 
TPP1: TIN2/PTOP/PIP1 
TRF1: telomeric repeat binding factor 1 
TRF2: telomeric repeat binding factor 2 
Tris: tris-(hydroxymethyl)-aminomethane 
U: unit 
UV: ultra violet 
WASH: Wiscott-Aldrich Syndrome family protein homolog 
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を単位として数から数十 kbにわたる直列反復構造（テロメア繰り返し DNA） 

























一般に、損傷・切断した一本鎖・二本鎖 DNA 末端は、DNA 損傷チェックポ
































































































染色体領域であると信じられていた。ところが、近年、テロメア DNA が RNA














































































































呼ぶ）を保持する DT40-マウス A9細胞異種融合細胞株である DT40(#21)puro339
を、微小核細胞融合のドナー細胞として用いた[52]。ヒト 21 番染色体を一本保
持する DT40 異種融合細胞の DT40(#21)を用いて、ヒト 21 番染色体配列を組み
込んだ人工テロメア形成ベクターである pBS-TEL/Puro/21q（図 1-3B）をヒト 21
番染色体長腕と DNA 組換えさせることで、HAC#21 が作製された。DT40 異種
融合細胞株は、1% ニワトリ血清、10% 牛胎児血清 (FBS) (JRH Biosciences)、50 
µM 2-メルカプトエタノール（Sigma）、ペニシリン－ストレプトマイシン（PC-SM）
(Gibco)、0.3% puromycinを含む Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640培地 
(Invitrogen)を用いて、40˚C、5% CO2存在下で培養した。微小核細胞融合法によ
り HAC#21を染色体導入した HeLaおよび NIH-3T3細胞とそれらの親株は、10% 







り HAC#21を 3×106個の HeLaまたは NIH-3T3細胞（レシピエント細胞）へと染
色体導入した（図 1-4A）。まず、微小核の提供細胞である DT40(#21)を、0.05 µM 
colcemidと20% FBSを含むRPMI培地で12時間培養し、微小核形成を誘導した。
その後、colcemid処理細胞を cytochalasin B (Sigma)を含む無血清培地に回収して




した。微小核を被移植細胞に融合するため、8 µm, 5 µm, 3 µmのフィルター膜を
順に通して微小核を精製したものを、0.05 mg/ml phytohemagglutinin P を含む
DMEM培地に丁寧に懸濁した。それを、47% ポリエチレングリコール (WAKO)
で正確に１分間膜透過処理した付着培養のレシピエント細胞に滴下して、両者





2-3 蛍光 in situハイブリダイゼーション (FISH; fluorescence in situ hybridization) 
 
M 期中期細胞標本は以下のように作製した。2-4 時間の 0.5 µg/ml (1 µg/ml) 
colcemid 処理によりメタ期に停止させた HeLa 細胞（NIH-3T3 細胞）を回収し、
低張液 (0.075 M KCl)に懸濁して 37˚Cで 15分間温浴、膨潤させたのち、3:1 メ
タノール-酢酸溶液で固定し、スライドガラスに滴下して染色体を伸展させた。 
また、FISH解析用間期細胞は以下の前処理を行った。カバーガラスに付着培養
させた細胞を、0.1% Triton X-100を含む CSK緩衝液（20 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 
50 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.3 M スクロース）を加え氷上にて 5分間前透過処理
したのち、固定液（3.7% ホルムアルデヒド、0.25% グルタルアルデヒドを含む
生理的リン酸緩衝液）を用いて氷上で 10分間固定し、さらに 0.5% Triton X-100
を含む CSK緩衝液を加えて 5分間の透過処理を行った。 
核酸ハイブリダイゼーション反応は 37˚で一晩行い、標識プローブを加えた反
応液（50% ホルムアミド, 2×SSC (0.3M NaCl, 30 mM sodium citrate, pH 7.0), 1 
mg/ml salmon sperm DNA, 10% dextran sulfate, 5×Denhardt’s (0.1% Ficoll, 0.1% 
polyvinylpyrrolidone, 0.1% bovine serum albumin)を用いた。メタ期染色体標本に対
しては、クローン化したヒト 21/13 番染色体セントロメア特異的なα-サテライ
ト配列 p11-4[55]を鋳型に、ニックトランスレーションキット(Roche)により
digoxigenin-dUTP で標識した。シグナルは rhodamine 標識抗 digoxigenin 抗体 
(Roche)を用いて検出した。また、間期細胞に対してはビオチン標識したヒト
21/13 番染色体α -サテライト配列をもつオリゴ DNA プローブ
（5’-TGTGTACCCAGCCAAAGGAGTTGA-3’[56]）を用いた。ビオチンシグナル
は biotin標識抗アビジン D抗体、Alexa488標識 streptavidinを順に反応させ検出
した。Hoechst33342 を用いて検体を DNA 染色したのち、褪色防止剤として
Vectashield (Vector Laboratories)を加えて作製したスライド標本を、Delta Vision
顕微鏡 (Applied Precision)を用いて観察した。撮影した z軸方向の画像シグナル







したゲノム DNA の制限断片を、0.7% アガロース/0.5×TBE ゲル電気泳動にて
サイズ分離し、ゲルを 0.28 M HClまたは 0.4 M NaOH溶液中において 10分で 1
回または 15分で 2回震盪して順に脱プリン化およびアルカリ変性を行ったもの
を、毛細管現象を利用してアルカリ溶液 (0.4 M NaOH)中でナイロン膜 (Hybond 
N+, Amersham)へと転写した。転写したナイロン膜と核酸は強度 0.12 J/m2の紫外
線照射 (UV Stratalinker 2400, Stratagene) により架橋したのち、7% SDS, 0.5 M 
sodium phosphate (pH 7.2), 0.5 mM EDTAの溶液中で平衡化したものを、32Pで標
識した DNAプローブと混和し、プローブ配列により適宜 55-65˚Cの間の温度で、
一晩、震盪反応させた。ハイブリダイゼーション後にナイロン膜をよく洗浄し
（1% SDS, 40 mM sodium phosphate (pH 7.2), 1 mM EDTA）、Typhoon 9400 (GE 
Healthcare)を用いて放射活性を検出した。 
	 プローブ DNAの標識は、50 µCiの α32P-dCTP存在下で、キットを用いたラン
ダムプライミング (Roche) により行った。プラスミド由来配列のプローブ作製
には、クローン化したプラスミド DNA を鋳型に PCR 増幅した産物をアガロー
スゲルから精製したものか、もしくは、Pgk-puro 配列をクローン化した

















 2-5 BAL31 感受性検定 
 
精製したゲノムDNAを 0.033 U/µl BAL31 (TaKaRa)と 30˚Cで 10分間反応させ 









HAC#21-HeLa細胞を 2 mM thymidineを加えた培地で 16時間、通常培地に戻
して 11時間、1 µg/ml aphidicolinを含む培地で 14時間、順次培養して G1/S期に
細胞周期を停止させた。その後、保温した生理的リン酸緩衝液および培地で細
胞を洗浄して薬剤を除いた時刻を 0 として、その後の特定の１時間のみ 50 µM 
5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)を添加した培地に替え、その他の期間は通常培地
中で培養し、9時間目に細胞を回収してゲノム DNAを抽出・精製した。 
	 細胞周期進行を確認するため、50 µg/ml ヨウ化プロピジウムを用いて氷上で





うち 2 µgをとり、BrdUで飽和標識した大腸菌から回収したゲノム DNA 2 ngを
キャリアーDNA として加え、5 µg の抗 BrdU モノクローナル抗体 (BMC9318, 
Roche)と 100 µlの免疫沈降用緩衝液（0.05% Triton X-100, 140 mM NaCl, 10 mM 
sodium phosphate, pH 7.2）中で室温にて 30分間混和した。その後、20 µl相当の
Dynal M-280ヒツジ抗マウス IgG抗体 (Invitrogen) 磁気ビーズを加えてさらに 30
分間混和し、回収したビーズを 5回、500 µlの免疫沈降用緩衝液により洗浄した。
洗浄したビーズに 100 µlの 1% SDSを含む TE (10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 1 mM 
EDTA)を加え、100˚Cで 3分間加熱して共沈降DNAを溶出し、除蛋白質後にDNA
21
を精製したものを、リアルタイム PCR解析により定量した。反応は Power SYBR 
Green PCR master mix (Applied Biosystems)中で 95˚C, 5秒、60˚C, 31秒を 45サイ




















PBS (ニッスイ) 洗浄した 1×107個の細胞を 10 ml PBSに懸濁し、終濃度 1% ホ
ルムアルデヒドを加え転倒撹拌して固定した（23˚C、10分間）。蛋白質と核酸の
架橋反応は終濃度 0.125 M グリシンを加えた室温 5分間の反応により飽和させ、
2回 PBS洗浄した固定細胞を、100 µlのクロマチン抽出用緩衝液 （1% SDS, 10 
mM EDTA, 50 mM Tris-Cl, pH 8.0, プロテアーゼ阻害剤カクテル Roche）により
氷上で 10分間抽出した。 
以後の操作は特に断らない限り 4˚Cで行った。可溶化した固定クロマチンを、
SDS を含まない 4 倍体積のクロマチン抽出緩衝液で希釈し、密閉式ソニケータ
ーBioruptor (BioRad)を用いて断片化した (出力 220 Wで、ON 15秒、OFF 15秒
のサイクルを 10または 15分間)。得られたクロマチン断片の遠心（15,000 rpm、
10分間）上清を、免疫沈降用緩衝液 (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 
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5 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-Cl, pH 7.6, 10% グリ
セロール, 1 mM DTT, プロテアーゼ阻害剤カクテル (Roche))により 10倍希釈し
たものを、クロマチン免疫沈降のインプットとした。免疫沈降サンプルあたり
2×106個の細胞由来の可溶化クロマチン断片を用い (1 ml)、抗体、および、40 µl
相当の Dynal M-280 ヒツジ抗ウサギ IgG抗体またはM-280 ヒツジ抗マウス IgG
抗体、または 80 µlのM-450 ヒツジ抗ラット IgG抗体磁気ビーズ (Invitrogen)を
加えて、一晩混和反応させた。反応後の磁気ビーズを次の順でそれぞれ 5 分間
混和洗浄した。1. 低塩濃度 NET緩衝液 (0.5% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 50 mM Tris-Cl, pH 8.0) 2. 高塩濃度NET緩衝液 (低塩
濃度 NET緩衝液の NaCl濃度を 300 mMに変えたもの) 3. LiCl緩衝液 (10 mM 
Tris-Cl, pH 8.0, 250 mM LiCl, 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 0.5% Triton X-100) 4. TE。
各洗浄回数は免疫沈降に用いた抗体の種類により適宜調節した。 
免疫沈降したクロマチンは、洗浄後の磁気ビーズに 100 µlの 1% SDS, 0.1 M 
NaHCO3, TEを加え 68˚Cで 10分間加熱することで溶出した。その後、溶出画分
またはインプットに終濃度 300 mMの NaClおよび 50 µg/mlの RNaseAを加えて
200 µlにしたものを、65˚Cで一晩加熱して脱架橋反応を行い、250 µg/ml Proteinase 
Kを加えて 56˚Cで一晩反応後にフェノール・クロロホルム抽出とアルコール沈
殿を行い、DNAを精製した。 
























クロマチン免疫沈降には以下の抗体を用いた。正常ウサギ IgG (Santa Cruz, 
sc-2027)、抗ヒストン H3抗体（Abcam, ab1791）、抗 TRF1抗体（当研究室の所有
物）、抗 TRF2抗体（Millipore, #05-521, クローン 4A794）、抗 TPP1抗体（当研究
室の所有物）、抗 RNAポリメラーゼ II C末端領域（CTD）抗体（Abcam, ab5408, 
クローン 4H8）。抗リン酸化 CTD 抗体は以下の文献で特異性が報告されたもの
を用いた[59]。抗セリン-2 CTD抗体（クローン 3E10）、抗セリン-5 CTD（クロ
ーン 3E8）。 
イムノブロットには以下を用いた。抗 nucleolin抗体（Abcam, ab13541）、抗チ
ューブリン抗体（Sigma, T3526）、抗 hnRNPA1抗体（Abcam, ab10685）、抗ヒス
トン H2B抗体（Millipore, #07-371）、抗 GAPDH抗体（Millipore, クローン 6C5）。 
 
 
2-9 RNAの調製とRT -PCRおよび定量的RT -PCR 
 
核内 RNAとして以下を用いた。6 cm径の培養皿一枚から回収した細胞ペレッ
トに250 µlのNP-40低張緩衝液（10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 
0.5% NP-40, 40 U/µl RNasin (Promega), 0.5 mM DTT）を加え、氷上で 10分間抽出
したものから遠心（4˚C, 500×g, 5分間）沈殿した核を回収し、NP-40低張緩衝液
で一回洗浄したものを材料として、以下の細胞全 RNA と同様に処理して RNA
を抽出した。細胞全RNAは、RNeasy Mini kit (Qiagen) を用いて抽出したものを、
カラム上でDNase I処理を行ったのち精製した。1または 2 µgの細胞内全 RNA、
または核内 RNA 0.5 µgを、AMV Reverse transcriptase XL (TaKaRa)と適切なプラ
イマー（ランダム 9-mer、または遺伝子特異的プライマー）を用いて逆転写し、
合成した cDNAを鋳型にリアルタイム PCR解析（Power SYBR Green PCR master 













RT-PCRまたは定量 RT-PCRの PCRプライマーには以下を用いた。 
 
HAC-telRNA (全産物) fwd: 5’-TCAAGCTTATCGATACCGTCGACC-3’ 
HAC-telRNA (全産物) rvs: 5’-GTGCTGCAAGGCGATTAAGT-3’ 
 
HAC-telRNA (スプライス型 1) fwd: 5’-CTGCGCCTTATCCGTTGC-3’ 
HAC-telRNA (スプライス型 1) rvs: 5’-GATAAATCTGGAGCCGGTGA-3’ 
 
HAC-telRNA (スプライス型 1および 2) fwd:  
5’-GCGCTTTCTCATAGCTCACG-3’ 
HAC-telRNA (スプライス型 1および 2) rvs:  
5’-ACGACGGGGAGTCAGGCAACGG-3’ 
 
Xp-Yp TERRA fwd: 5’-CCCTCTGAAAGTGGACCTAT-3’ 
Xp-Yp TERRA rvs: 5’-GAGTGAAAGAACGAAGCTTCC-3’ 
 
15q-TERRA fwd: 5’-CAGCGAGATTCTCCCAAGCTAAG-3’ 































	 	 細胞全 RNA 50 µgと(CCCTAA)5配列をもつビオチン化オリゴ DNA 
(5’biotin-TGCTCCGTGCATCTGGCATCCCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACC
CTA-3’） 5 pmlを、計 300 µlになるように終濃度 10 mM Tris-Cl, pH 7.6, 0.5 M 
NaCl, 1 mM EDTAの緩衝液に調製した。この核酸溶液を 65˚Cで 2分間の熱変
性・氷冷したのち、10 µg相当の Dynal M-280 Streptavidin磁気ビーズ (Invitrogen)
を加えて室温で 1時間混和した。磁気ビーズ-ビオチン化オリゴ DNA-RNA複合
体を各 5分、3回にわけ、300 µlの洗浄緩衝液（10 mM Tris-Cl, pH 7.6, 150 mM LiCl, 
1 mM EDTA）で洗浄した。洗浄後の磁気ビーズを、50% ホルムアミド , 
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1×Goldberg緩衝液（0.4 M Na-MOPS, pH 7.2, 50 mM sodium citrate, 5 mM EDTA）, 
6% ホルムアルデヒドの溶液に懸濁して熱変性し、その 24/25を変性アガロース
ゲル（1% Seakem GTGアガロース (TaKaRa)、6% ホルムアルデヒド、1×Goldberg
緩衝液（0.4 M Na-MOPS, pH 7.2, 50 mM sodium citrate, 5 mM EDTA））電気泳動を
行って RNAを分画した。残りの 1/25は RT-PCRに用いた。電気泳動後、ゲルを
0.25 M 酢酸アンモニウム (pH 5.0)で中和し、SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain 








	 0.5 µgの核内 RNAを鋳型に、SMART RACE cDNA amplification kit (Clontech) 
を用いて 5’ RACE (rapid amplification of cDNA ends) を行った。pBluescript配列
の一部（5’-GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTG-3’）をプライマーに用いて逆転







の細胞質抽出用緩衝液（10 mM HEPES-KOH, pH7.4, 10 mM KCl, 0.34 M スクロ
ース, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.1 U/µl RNasin）に懸濁した。そこへ、0.2% 
NP-40を含む等量の細胞質抽出用緩衝液を加え、4˚Cで 5分間混和した。その後、
4˚C, 3,800 rpmで 5分間遠心し、その上清を細胞質画分（Cyt）とした。その沈殿
に 100 µlの核質抽出用緩衝液（140 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7.6, 1.5 mM 
MgCl2, 0.5% NP-40, プロテアーゼ阻害剤カクテル, 0.5 mM DTT, 0.1 U/µl RNasin）
を加えて懸濁したものを、Wheatonホモジナイザーで 25回ストロークして核膜
を剪断破砕し、4˚Cで 20分間混和したものの遠心上清（4˚C, 15,000 rpm, 5分間）
を核質画分とした（NP）。その沈殿画に 50 µlの DNase消化溶液（75 kU/ml DNase 
27
I, 1×RDD緩衝液（Qiagen））を加え 37˚Cで 1時間反応させた。この遠心沈殿（4˚C, 
15,000 rpm, 5分間）にクロマチン抽出用緩衝液（500 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, pH 
7.6, 1.5 mM MgCl2, 0.5% NP-40, プロテアーゼ阻害剤カクテル, 0.5 mM DTT, 0.1 
U/µl RNasin）を加え、4˚Cで 20分間、塩抽出した上清をクロマチン画分（Chr）







ヒト TRF1遺伝子に対する siRNAカクテル（Cosmo Bio, SHF27A-2210-C）ま
たは陰性対照のものを、Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いて 6-wellプレート
に蒔種した細胞に遺伝子導入した。その 48 時間後に細胞から細胞内全 RNA を
抽出して RT-PCR を行い、増幅産物をアガロースゲルで分離して SYBR Gold 

































3-1 ヒト人工染色体 (HAC#21)を保持する哺乳類細胞の作製 
 
3-1-1 微小核融合法 (MMCT)によるHAC#21の宿主細胞の変更 
 
本研究では、DT40 細胞にもたせた次のヒト 21 番染色体 (hChr21)由来の人工
染色体 HAC#21を用いた。既報のとおり、ヒト 21番染色体長腕部（ヌクレオチ
ド 15,114,270-15,119,260、リファレンス配列 GRCh37.p10を参照）に人工テロメ
ア形成ベクターを組換えた結果 [52]、元のヒト 21 番染色体（48 Mb、
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=21）の 1/3程度の約




するため、以下のドナー・レシピエント細胞の組で各 5 回の MMCT を行った。
各回につき、1×109個のドナー細胞に対して 3×106個のレシピエント細胞を用い
た。HAC#21 は、ドナー細胞である DT40 由来のクローン DT40(#21)puro339 に
おいて薬剤選択下で保持されている[52]。細胞周期解析が容易と思われたヒト
HeLa細胞およびマウス NIH-3T3細胞をレシピエント細胞に用い、それぞれ 3お
よび 38クローンの puromycin耐性クローンを得た（計 1.5×107個のドナー細胞あ
たり、図 3-1A、右）（以下、それぞれ、HAC#21-HeLa および HAC#21-NIH-3T3
細胞と呼ぶ）。特に断らない限り、以降の解析は puromycinによる薬剤選択なし
に行い、また、HAC#21-HeLaを用いている。 



























図 3-2B 上段の図で pBSa プローブが検出したシグナルは、対照細胞のレーン
1にシグナルが見られず、HAC#21特異的であった。このとき、BamHI処理した
左上図のレーン 2 ではスメア状のシグナルを検出し、このシグナルは BAL31前
処理により泳動度が下がった（レーン 3）。また、HindIII処理した右上図におい
て、人工テロメア形成ベクターの内部断片である約 3.5 kb のバンドを検出した
（レーン 2）。このバンドは BAL31処理陽性のレーン 3において消失して見えた
が、Chr21 短腕の染色体内部領域の配列を検出すると予想されるプローブ (図






し配列を含むスメア断片の長さ 5.2~10.2 kb よりサブテロメア配列にあたる 4.7 
kbを引いて、HAC#21のテロメア DNAは 0.5~5.5 kbの長さをもつと推定した。
pBluescript 由来の配列が、単一 HAC#21 テロメアを特異的に認識するプローブ
配列として利用可能であることが分かった。 
次に、NIH-3T3 細胞に導入した HAC#21 のテロメア長を比較検討するため、
BglII処理したゲノム DNAを用いて、HAC#21特異的な、テロメア DNAを含む
ことが期待されるスメアシグナルを検出した（図 3-2C、pBSb プローブ）。上と
同様に、図 3-1C で検出したテロメア繰り返し配列を含むと思われる 7~11.6 kb
の断片からサブテロメア部分の長さ 3.5 kb を引くことで、この細胞において











時期の同定、BrdU で短時間標識した新生鎖テロメア DNA の定量等が報告され
ている。 
以下では、S 期に同調培養した HAC#21-HeLa 細胞に thymidine の BrdU 
(5-bromo-2’-deoxyuridine)を特定の時刻にパルスで与え、人工テロメア形成ベクタ
ー由来の領域において DNA 複製が起きる時期を、BrdU による標識効率として
検討した。BrdUは、培地に加えると速やかに細胞に取り込まれ、ハロゲン化ヌ





細胞内の dNTP の濃度は正確に制御されており、その平衡の変化により S 期
細胞は DNA合成を止める。ヌクレオシドである thymidineは細胞に取り込まれ




みを特異的に阻害する aphidicolin を培地に加えると、細胞は次の S 期進入直後
に細胞周期停止する。両薬剤の効果は可逆的であるため、2 回の薬剤処理後に
G1/S期に細胞集団を濃縮できる。 
そこで、増殖細胞に DNA複製を阻害する過剰量の thymidineと aphidicolinを
逐次処理して G1/S期停止細胞を濃縮したものを、通常培地に戻して（この時刻
を 0時間とする）S期への同調進行を促した。aphidicolinを除いてから経時的に
細胞の一部を回収し、固定して DNAのインターカレーターである PI (propidium 
iodide) により染色を行いその DNA 含量をフローサイトメトリーにより測定し
た（図 3-3A）。0時間で見られた 1Cの単峰ピークは大部分が経時的に 2Cへと移
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動し、9時間で再び 1Cのピークが顕著に観察された。このことから、S期の細
胞周期進行は同調的に起きたことが分かり、また時刻 9 時間において細胞は S
期を完了していると考えられた。 
N を 1 から 9 までの整数として時刻 N-1 から N 時間までの 1 時間のみ BrdU
を加えた培地で培養し、以後、9時間目にゲノム DNAを抽出するまで通常培地
で培養した。各 N時間目の時刻の直前 1時間に複製された DNA領域を次のよう
に解析した。複製され BrdUを取り込んだ DNA領域を濃縮するため、精製した













前節の実験で取得した同一の検体をもとに、pBluescript 配列を定量 PCR のプ
ライマーに用いて解析した。図 3-2Cに示す通り、領域 xと zは、人工テロメア
上においてテロメア繰り返し配列からの距離がそれぞれ約 0.1 kb（テロメア繰り











まれた BrdUの相対量を、時刻 0から 9時間までの積算値を 1として時刻に対し
て表示した（図 3-3C）。上述のように、時刻 9 時間においてほとんどの細胞の


























ローブ (hChr21/13 アルフォイド) を用いてスロットブロットにより検出した















実験のインプットに含まれる DNAは、中央値が 0.2~0.3 kbp程度でほぼ 0.5 kbp
以下に収まる鎖長をもつことが分かった。領域 x、y、zの定量 PCR増幅配列は
各 152 bp、78 bp、62 bpであり、ここで DNA断長を 0.5 kbpまでと仮定すると、
それぞれのプライマーを用いて検出しうる蛋白質結合領域は、テロメアから










DNA を解析した（図 3-4B）。すべての抗体についてテロメアに最も近傍 (テロ
メアから 1~152塩基)の領域 xで顕著なシグナルを得た。これは、HAC#21のテ
ロメア繰り返し配列にテロメア蛋白質が局在していることを示唆する。一方、
テロメアから 623~700塩基離れた領域 yにおいて、抗 TPP1抗体との共沈 DNA
量がほぼ消失したのに対して、抗 TRF1、および抗 TRF2 抗体との共沈 DNA 量
は領域 xでの値に比べてかなり減少したが有意に検出され、抗ヒストン H3抗体
と共沈した DNAの量はおよそ領域 xから半減していた。テロメアから 3.5 kb離
れた領域 z（3,442~3,503 塩基）においては、TRF1、TRF2、TPP1 の全てとの共
沈 DNAが検出できなかった一方で、ヒストン H3との共沈 DNA量は領域 yに
比べて増加していた。上述のように、領域 yはテロメア繰り返し配列から 0.62 kb
離れており、共沈 DNA断片長の 0.5 kbpと比べて長いため、領域 yで検出した
TRF1 および TRF2 との共沈 DNA はテロメア繰り返し配列を含まないと推測さ
れる。このため、TRF1および TRF2はテロメア繰り返し配列から 0.2~1.1 kb離
れた領域のどこかに局在することが示唆された。一方で、TPP1はこの領域に局
在しないことが示唆された。 









































3-4 HAC#21 のテロメアDNAは転写を受け、特徴的な転写産物を生じる 
 
テロメア DNAは RNAポリメラーゼ IIにより転写され、非コード RNAであ











内の RNA を濃縮精製して RT-PCR を行った（図 3-5A）。TERRA はテロメアに
特徴的な 5’-UUAGGG-3’繰り返し配列をもつため、そのような RNAを濃縮する
目的で、5’-CCCTAA-3’反復配列を 3’末端にもつオリゴ DNA (CCCTAAプライマ
ー；5’側に 20 ntのタグ配列が付加されている) を用いて cDNAを作製した。こ
れを鋳型に染色体特異的なテロメア直近の既知配列を PCR 増幅し、テロメア-
サブテロメアの介在配列をもつ RNAを検出した[31]。 
Xp-Yp染色体由来の TERRA (Xp-Yp TERRA)を陽性対照としたとき、逆転写酵
素に依存した PCR増幅産物を HAC#21の有無によらず検出した (Xp-Yp)。この
Xp-Yp TERRAを検出した PCR条件において、HAC#21のテロメア近傍に存在す
る pBluescript 由来の配列は、逆転写酵素を加えたとき、HAC#21 保持細胞特異
的に増幅された (HAC、HAC#21+かつ RT+)。同じ PCR 条件で両者の増幅産物
を検出したことから、HAC#21 の人工テロメアも内在性 Xp-Yp 染色体と同程度
量に転写を受けることが分かった。なお、Xp-Yp TERRAのシグナルがやや強く
検出されたことは、その鋳型領域をもつ X染色体が細胞当たり 2から 3本存在
することによる可能性がある[68]。 
次いで、上で同定した HAC#21 保持細胞に特異的な転写産物の転写開始点を
決定するため、図 3-5A と同じ操作で精製した RNA を鋳型に 5’-RACE (rapid 




HAC#21-NIH-3T3 細胞においても検出した。これより、図 3-4A で HAC 保持細
胞特異的に同定した転写産物は特異的な開始領域より転写されることが示唆さ
れる。そこで、矢頭で示すバンドをアガロースゲルから単離・精製し、塩基配
列を決定した。その結果、転写産物の 5’末端はテロメアから約 2.3 kb 離れた
pBluescript配列内部の塩基に対応すること（青丸で図示）、および、それらの 22 








行った。RNAポリメラーゼの C末端領域 (CTD)の一次配列は YSPTSPSのコン
センサス配列（各残基は序数をつけて呼ぶ）から成る反復構造をとり、転写反
応の各段階において特徴的なリン酸化修飾を受けることが知られている[69]。す
なわち、CTDの 5番目のセリン残基がリン酸化 (S5P)された RNAポリメラーゼ
はプロモーター直下に蓄積するが、この修飾を失い 2 番目のセリン残基がリン
酸化を受けると (S2P)プロセッシブな転写反応を触媒する。従って、プロモータ
ー付近では S5Pの、転写中の領域においては S2Pの修飾をもつ RNAポリメラー
ゼ IIが検出されると報告されている[59]。 
	 RNAポリメラーゼ IIの各リン酸化型 CTD (S2P、S5P)に対する特異的抗体[59]、
および、修飾の有無によらず CTDを認識する抗体を用いてクロマチン免疫沈降








次に、HAC#21に特異的な pBluescript配列を利用して、人工テロメアより 0.1 
kb、0.7 kb、2.5 kb近位にある領域（それぞれ、図 3-6の x、y、w。領域 wはテ
ロメア繰り返し配列より 2,405~2,482塩基離れた領域）を解析した。HAC#21上
に同定した上述の転写開始点（青丸）はテロメア繰り返し配列より約 2.3 kb 内
側に位置するが、この直下に鋳型 DNA 特異的に増幅する定量 PCR プライマー
を設計できなかったため、それより 0.2 kb上流の領域 wをその代わりとした。








断できない。次に、領域 xおよび yにおいてこの修飾型ポリメラーゼ (S5P)をほ
とんど検出しなかったことから、人工テロメア近傍に他の転写開始点が存在す
るという可能性は低いと推測された。さらに、新生 RNA鎖を伸長している S2P
























からテロメア繰り返し配列までの距離 2.3 kb をスメアから予想される長さから




ア繰り返し配列から約 0.9 kb 離れた位置に存在する可能性を示唆するが、これ
を支持する結果は得られていない。別の可能性として、転写産物がヌクレアー
ゼによるRNAプロセシングを受けた結果として短い転写産物が生じたことが挙






3-4-3 HAC#21 のテロメア転写産物はRNAポリメラーゼ II により生成する 
 










び伸長反応のいずれも阻害する。そこで、増殖中の細胞に 20 µM の α-amanitin
47
を添加して保温培養し、決まった時刻ごとに細胞を回収し、全 RNAに含まれる
種々の転写産物の量を定量 PCR により測定した（図 3-8）。陰性対照として
α-amanitin に非感受性の RNA ポリメラーゼ I により生成する 18S リボソーム
RNAを用いたところ[72]、予想通りその RNA量は減少しなかった。これとは対
照的に、通常の mRNAとして生成する GAPDH RNAは薬剤処理時間が延びるに
つれ徐々に量が減少したことから、この実験において、α-amanitin は RNA ポリ
メラーゼ II を特異的に阻害したと判断した。この条件において、HAC-telRNA
の量は顕著な速さで単調減少した。この結果は、HAC-telRNAが RNAポリメラ
ーゼ IIにより生じることの強い証拠である。18S RNAに対する相対 RNA量を薬
剤処理後の各時刻で求めると、HAC-telRNAは 4時間程度で半減することが分か
り、一方で対照の GAPDH RNAは約 12時間かかることが分かった。このことは




説は、α-amanitin 処理細胞においては TERRAが一過的に RNAポリメラーゼ II
以外のRNAポリメラーゼによって生成されうるというものであるが、あるいは、









3-4-4 HAC#21 のテロメア転写産物はスプライシングを受ける 
 
3-4-1節、HAC#21特異的 RNAの 5’-RACE実験から取得した cDNA配列を、
テロメア形成ベクターの塩基配列から予想される HAC#21染色体配列（図 3-9A、











域を欠いた二種類のスプライス型（それぞれ、551 ntおよび 525 ntのイントロン
49
を除去されたスプライス型 1およびスプライス型 2）からなることが分かった。 
HAC-telRNA がスプライシングを受けることを別の方法で裏付けるため、
HAC#21の予想配列をもとに、存在が疑われるスプライシング変異体を特異的に








































RNAを通してポリ A画分の RNAを取得し、そこに含まれる HAC-telRNAを定
量 PCR にて測定した（図 3-10）。予備実験により、RT-PCR の増幅効率が鋳型
RNAの純度によって変わることが示唆された。そこで、mRNAが細胞内全 RNA
の高々数%を占めるにすぎないことを考慮し、細胞内全 RNA にポリ A 画分の
RNA を決まった割合で加え、これを加えない場合と並行して定量比較した。
GAPDH RNAおよびスプライシングを受ける非コード RNAである NEAT1 RNA
は、加えたポリ A画分 RNAの量に相関してその検出量が増加した。これは、こ
れらの転写産物がポリ A 付加され成熟することを示している。一方で、snRNA
でありポリ A配列が付加されない U1 snRNA、およびポリ A配列をほとんど付
加されないことが予想される Xp-Yp TERRAはポリ A画分を加えても検出量に
ほとんど変化がなかった。このことは、U1 snRNA がポリ A 配列付加を受けず
別の経路によりその 3’末端が形成すること[73]、高々7%の TERRA分子にポリ A
配列が付加されていること[60,74]に一致する。次に、HAC-telRNAをこの方法で













プライマーを用いた定量 RT-PCRにより測定した（図 3-11）。 
まず、細胞内分画が期待通りに行われたかどうかを知るため、指標となる蛋
白質の局在をイムノブロットにより調べた（図 3-11A）。解糖系酵素の GAPDH、








れる目的 RNAの総和を 1として、GAPDH RNAは約 8割が核質画分に、残りが
細胞質画分に検出された。核内構造体であるパラスペックルの構成因子である
NEAT1 RNAは、主に核質画分に含まれた。一方、U1および不活化 X染色体に


































ダウンによる影響を HAC#21由来の HAC-telRNAについて検討した（図 3-12）。 















































































HeLa 細胞の HAC#21 において、テロメアから 623~700 塩基離れた領域を含む
DNA断片が TRF1および TRF2と共沈降することが分かった。検出した DNA断
片長は 0.5 kbp以下であるので、テロメアから 0.2~1.1 kb離れた領域での蛋白質
結合を検出したと推測される。ヒト HCT116 細胞では、Xq-Yq 染色体のテロメ






















れ、ゲノム平均と比べヌクレオソーム間隔が規則的で狭く（157 vs. 197 bp）[66]、
単量体ヌクレオソームに相当するシグナルの安定性が低いことが知られる[65]。






































494 bpの CpG配列に富む領域 (29-37 repeats)[42]を検索配列に用いて、プロモー



























るか TERRA の 3’末端からの特異的な消化によってこのように末端配列が決定
されることが考えられる。一方で、TERRA の 5’末端は一般の mRNA と同じキ
ャップ構造が存在するため[60]、TERRA が特異的であるのはテロメア配列を付
加されて以後のことだと推測される。TERRAのプロセシングについて現時点で
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